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研究成果の概要（和文）：本研究では、人工遺伝子デリバリーシステム MEND を非侵襲

的に皮内／筋肉内に送達し、インスリンを発現させることで糖尿病遺伝子治療法

の開発を目指した。無針注射器により MEND を非侵襲的に皮内送達し、持続的な in 

vivo 遺伝子発現の誘導に成功した。プレプロインスリン遺伝子プラスミド DNA を構

築し、MENDによる培養細胞および組織中での当該 mRNAの有意な発現を確認した。さらに、

糖尿病モデルマウスにおいて、MEND によるインスリン量の増大を確認した。 

 

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to develop gene therapeutic technology 

for diabetes by production of insulin in skin and muscle via noninvasive transdermal 

delivery of artificial gene delivery system MEND. We succeeded the noninvasive 

transdermal delivery of MEND by jet-injection, and induction of sustained gene expression 

in the skin. We constructed preproinsulin plasmid DNA, and confirmed significant 

expression of the mRNA in the culture cells and skin. Moreover, increment of insulin 

production in diabetes-model mice treated with MEND.   
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１．研究開始当初の背景 
従来のⅠ型糖尿病（以下糖尿病）治療は、イ
ンスリン製剤（ペプチド）を注射等で皮内に
投与することでインスリンを補充するもの
であった。遺伝子工学等により様々な特徴を

有するインスリン製剤が開発され効果を上
げてはいるが、これら製剤は投与後短時間で
血中から消失してしまうため、患者は毎日数
回の注射を繰り返し行わなければならず、
QOL の改善が切望されている。そのため、イ
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ンスリンが常に安定に供給され続けるシス
テムが望まれてきた。そのため、遺伝子導入
による安定したインスリン供給システムは
有効である。最近、レンチウイルスやアデノ
随伴ウイルスを用いて糖尿病モデルラット
の肝臓にインスリン遺伝子を導入し、インス
リンを発現させ血糖値の抑制に成功した例
が報告されているが、ウイルスによる遺伝子
導入は免疫原性や毒性安全性の問題が指摘
されており、より安全な人工遺伝子送達シス
テムによるインスリン遺伝子導入が望まれ
る。現在ウイルスを用いずに in vivo で遺伝
子を肝臓に導入可能な方法として、尾静脈か
ら大量の遺伝子水溶液を急速注入する
hydrodynamics 法が用いられているが、ヒト
への応用には問題が多い。さらに市販の人工
キャリアーによる遺伝子導入効果は非常に
低い。 
２．研究の目的 
研究代表者はインスリン遺伝子を皮内に導
入することで、インスリンを安定に供給でき
ると考え、研究代表者が開発に成功している
人工遺伝子送達システム MEND をベースに皮
内遺伝子送達システムを開発し、インスリン
遺伝子を皮内導入することで糖尿病遺伝子
治療法の確立を目指した。 
３．研究の方法 
皮膚内への人工遺伝子送達システムの開発
と、インスリン遺伝子導入による糖尿病治療
法の確立を目指し、（１）皮内送達による遺
伝子発現の検討とキャリアー動態解析、（２）
キャリアーの最適化と皮内におけるインス
リン産生の検討、（３）インスリンの効率的
な皮内発現による糖尿病治療の検討を行っ
た。 
４．研究成果 
本研究では、人工遺伝子デリバリーシステム
である MEND を皮内に送達し、皮内および筋
肉内にてインスリンを発現させることによ
る糖尿病の遺伝子治療法の開発を目指した。
（１）皮内送達による遺伝子発現の検討とキ
ャリアー動態解析：MEND の皮内移行方法の確
立を目指し、イオントフォレシスおよび無針
注射器を用いて MEND のモデルとしてのリポ
ソームおよび MEND の皮膚投与を行った。無
針注射器を用いることで、MEND を皮内に送達
できることが明らかになった。同時に、イオ
ントフォレシスによって、数百 nm もの大き
さを有する複合体粒子を非侵襲的に効率よ
く皮内に送達することに成功した。無針注射
およびイオントフォレシスによるナノ粒子
の皮内投与の例は報告されておらず、我々の
成果が初めてのものである。（２）キャリア
ーの最適化と皮内におけるインスリン産生
の検討：製剤化の一環として、糖を共存させ
ることによる MEND の凍結乾燥と、低容量再
水和による濃縮 MEND 懸濁液の調製法を確立

した。この凍結乾燥 MEND を用いて、in vivo
における遺伝子発現能を評価したところ、
naked DNA を単独で投与した場合に比べて
MEND により持続的な in vivo 遺伝子発現を誘
導することに成功した。さらに、プレプロイ
ンスリン遺伝子をコードしたオリジナルの
プラスミド DNAの構築にも成功した。次いで、
フリン遺伝子プラスミド DNA とプレプロイン
スリン遺伝子プラスミド DAN を共封入した
MEND を調製し、培養細胞（in vitro）にトラ
ンスフェクションした後、RT-PCR 法によって
プロインスリン mRNA とフリン mRNA の発現を
確認するとともに、Western blotting 法によ
って成熟化インスリンが産生されることを
確認した。さらに、皮膚および筋肉に MEND
を投与し、組織中の mRNA 量をリアルタイム
PCR を用いて定量した結果、プレプロインス
リン mRNA の有意な発現を確認した。また、
糖尿病モデルマウスを作成し、MEND を投与し
た後の血漿中のインスリン量を ELISA 法によ
って定量した結果、MEND 投与によるインスリ
ン量の増大を確認した。これまでに、キャリ
アーを用いた in vivo インスリン発現は報告
されておらず、初めての知見である。（３）
インスリンの効率的な皮内発現による糖尿
病治療の検討：しかし、インスリン量として
は不十分であったため、より効率的な皮内送
達法および遺伝子発現活性の増大を目指し、
物理的経皮送達法を組合せ、皮内における
MEND の動態を評価した。その結果、皮内内奥
まで MEND の送達に成功するとともに、有意
に５倍以上の遺伝子発現活性の増大が認め
られた。また、血中グルコース濃度に応答し
たインスリン発現を実現するために、L 型ピ
ルビン酸キナーゼプロモーターをレポータ
ー遺伝子上流に組み込んだ新しいグルコー
ス応答性プラスミド DNA を構築した。そのプ
ラスミド DNA をトランスフェクションした培
養細胞において、培地中のグルコース濃度を
変化させた場合、グルコース濃度に依存して
遺伝子発現活性が 10 倍弱上昇することを確
認した。研究期間は終了したが、現在グルコ
ース応答性プラスミド DNA を封入した MEND
による血糖値抑制効果を検討している。 
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